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METHODE DE DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE DES MALADIES 
INFECTIEUSES PAR IMMUNODETECTION D'ANTIGENE 
MICROBIEN COMPRENANT LE CONTROLE DE REACTION 
FAUSSEMENT POSITIVE OU NEGATIVE 

5 La presente invention concerne une methode de diagnostic 

des maladies infectieuses humaines et animales. Plus 
particulierement, elle concerne le domaine du diagnostic des 
maladies infectieuses humaines et animales par serologic 
microbienne. II s'agit d'une methode de diagnostic indirect qui 

10 repose sur la recherche dans le serum du patient d'anticorps 
specifiques de I'agent microbien infectieux, a savoir une bacterie, 
un virus, un parasite ou un champignon responsable d'une 
pathologie (designes ci-dessous "microbe"). 

Dans fa presente invention, le terme de "patient" est pris au 
15 sens large, incluant les patients humains et egalement les 
animaux. On entend, plus particulierement, par "animal" : 

- les oiseaux, plus particulierement encore les volailles que 
Ton eleve pour leurs ceufs ou leur chair, et 

- les mammiferes, notamment chiens, chats, chevaux, bovins 
20 tels que veaux, vaches , ovins tels que moutons, et caprins tels 

que chevres. 

Cette methode de diagnostic est primordiale pour le 
diagnostic des infections a microbes, de prelevement, de culture 
et/ou d'identification difficile, en particulier les virus et les 
25 bacteries intracellulars strictes et les bacteries intracellulaires 
facultatives des genres Rickettsia, Coxielia, Bartonella, 
Tropheryma, Ehrlichia, Chlamydia, Mycoplasma, Treponema, 
Borrelia, et Leptospira par exemple, pour lesquels on utilise, 
comme antigenes microbiens, des antigenes constitues de 
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microbes entiers ou de fractions ou fragments de microbes 
comprenant un ou plusieurs antigenes. II est en effet possible de 
fragmenter mecaniquement le microbe par agitation mecanique ou 
par sonication par exemple ou bien de fragmenter le microbe par 
5 un precede enzymatique afin d'en obtenir une fraction conservant 
les antigenes qui supportent la reaction serologique, objet de la 
presente invention. Les fractions ainsi obtenues sont separees ou 
encore purifiees des autres constituant du microbe et de son milieu 
de culture par un procede approprie, par exemple par 

10 centrifugation ou par filtration. On parle alors de fraction 
antigenique ou d'antigene purifie. Le microbe entier ou une 
quelconque fraction du microbe est appele ci-apres "antigene 
particulaire ou corpusculaire" en ce que le microbe entier ou une 
de ses fractions ne peut pas etre mis en solution par dissolution, 

15 mais uniquement en suspension dans un fluide approprie. Les 
microbes ou leur fraction restent visibles en tant que particules 
individualisables par observation microscopique a I'aide d'un 
microscope optique ou d'un microscope electronique par exemple. 

Techniquement, la serologie microbienne consiste a detecter 
20 dans le serum du patient une reaction antigene - anticorps dans 
laquelle i'antigene est represents par tout ou fraction de I'agent 
microbien infectieux a detecter et I'anticorps est represents par les 
immunoglobulines humaines ou animates specifiques dudit agent 
microbien infectieux presentes dans le serum du patient. Elle peut 
25 etre quantifiee en testant successivement une serie de dilutions 
croissantes de raison 2 ou de raison 10 du serum du patient a 
partir d'une premiere dilution au 1 :16 ou bien au 1 :50 du serum 
du patient. 

Classiquement, une methode de diagnostic serologique 
30 comporte plus particulierement le depot de I'antigene sur un 
support solide tel que des microbilles de latex, notamment dans la 
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technique de detection par agglutination dans laquelle des 
microbilles de latex sont recouvertes par I'antigene microbien a 
tester, et sont agglutinees les unes aux autres par le serum de 
patient presentant des anticorps specifiques, cette agglutination 
5 etant visible a I'oeil nu. 

Toutefois, la technique de detection par test d'agglutination 
est a la fois peu pratique a mettre en ceuvre et peu sensible. Elle 
implique, en outre, I'utiiisation de quantites importantes de reactifs 
et du serum du patient et, enfin, la lecture des resuitats n'est pas 
10 automatable. Ce test de detection par agglutination ne peut done 
pas etre mis en ceuvre dans ie cas de tests a pratiquer en serie sur 
un grand nombre de serums. 

Selon la methode de I'invention, on depose done, le cas 
echeant, I'antigene sur un support solide du type lame de verre, ou 
15 microplaque de titration pour mettre en oeuvre des techniques de 
detection par immunodetection, notamment immunofluorescence, 
ou par technique enzymatique, notamment du type ELISA "Enzyme 
Linked Immunosorbent Assay" ou une feuille de nitrocellulose ou 
de nylon pour les techniques de detection du type Western-blot, 
20 dans laquelle les antigenes microbiens separes par electrophorese 
puis transfers sur le support solide (feuille de nitrocellulose ou de 
nylon) reagissent seoarement les uns des autres avec le serum du 
patient. Ces techniques de detection sont bien connues de I'homme 
de Tart, et comprennent les etapes successives de : 

25 1. decomplementation du serum par chauffage a 56°C 

pendant 30 minutes, 

2. mise en contact de I'antigene correspondant a I'agent 
microbien infectieux fixe sur support solide, avec le serum du 
patient puis incubation sous des conditions de temps, de 
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temperature, d'hygrometrie, d'agitation mecanique et de force 
ionique du milieu permettant la reaction antigene - anticorps, 

3. lavage precautionneux et extensif permettant d'eliminer 
le serum du patient non-fixe au support solide, en exces , 

5 4. application d'un anticorps secondaire de detection qui 

est une immunoglobuline animale dirigee contre les 
immunoglobulines de I'espece du patient considere, par exemple 
dans le cas d'un patient humain une immunoglobuline de chevre 
anti-immunoglobuline humaine conjuguee a une substance 

10 fluorochrome, generalement de I'iso-thio-cyanate de fluoresceine 
ou une enzyme, generalement une peroxydase et incubation sous 
des conditions de temps, de temperature, d'hygrometrie, 
d'agitation mecanique et de force ionique du milieu permettant la 
reaction antigene - anticorps, 

15 5. lavage precautionneux et extensif permettant d'eliminer 

I'immunoglobuline marquee, non fixee, en exces, 

6. detection d'une reaction par lecture, a I'aide d'un 
appareillage approprie en fonction du marqueur tel qu'un 
microscope a fluorescence ou un lecteur de puces biologiques 

20 (microarray en anglais) pour la technique d'immunofluorescence 
indirecte, ou un lecteur de densite optique pour la technique de 
detection enzymatique du type ELISA. La lecture de la reaction 
Western-Blot se fait a I'ceil nu ou apres acquisition numerique du 
ge! et analyse par un logiciel de densitometrie ou tout logiciel 

25 approprie pour le traitement des images. 

La presente invention concerne plus particulierement les 
methodes de detection et dosage dans lesquelles on detecte la 
presence et, de preference, on dose la quantite 
d'immunoglobulines de classe M (IgM) et G(lgG) specifiques d'un 
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antigene microbien caracteristique cTun microbe. Ces 
determinations donnent des informations plus precises et 
completes, necessaires pour etablir Petiologie et suivre revolution 
de certaines maladies infectieuses. Ainsi, en general les IgM 
5 apparaissent de fapon plus precoce. Quant aux IgG, elles 
permettent d'etablir le statut serologique du patient vis a vis d'un 
microbe donne, en vue d'etablir le diagnostic serologique de 
IMnfection ou d'etablir le degre de protection de Porganisme contre 
ce microbe. 

10 Dans ces methodes on utilise deux types d'anticorps 

secondaires de detection marques par des marqueurs differents, 
en general des immunoglobulines animales dirigees contre les 
immunogiobulines de Pespece du patient considere, par exemple 
dans le cas d'un patient humain une immunoglobuline de chevre 

15 anti-immunoglobuline humaine anti IgM et anti IgG humaines qui 
reagissent avec les immunoglobulines specifiques de classe M ou 
G complexees au dit antigene microbien. 

La specificite de la reaction antigene infectieux/anticorps 
serique conditionne la specificite et la valeur predictive positive du 

20 test serologique base sur cette reaction et toute fixation d'un 
anticorps non-specifique sur Pantigene microbien limite la 
specificite et la valeur predictive du test serologique. La presence 
dans le serum a tester, de facteurs rhumatoides ou d'anticorps 
anti-nucieaires, est une source de fixation non-specifique 

25 d'anticorps sur Pantigene microbien comme explique ci-apres. 

Chez Phomme, les facteurs rhumatoides ont ete initialement 
decrits par Waller [Waller E. Acta Pathol. Microbiol. Scand. 1940, 
17:172-8] et Rose et coll. [Rose H.M., Ragan C, Pearce E., 
Lipmann M.O. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 1948, 68:1-11] comme 
30 des immunoglobulines du serum de patient presentant une 
polyarthrite rhumatoTde, capables d'agglutiner des erythrocytes de 
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mouton recouverts par une immunoglobuline de classe G (IgG) de 
lapin. II a ensuite ete montre que certains de ces facteurs 
rhumatoides sont des immunoglobulines de classe M (IgM) 
reconnaissant ie fragment Fc des IgG de differentes especes dont 
5 les IgG humaines. 

Plusieurs modifications de ia reaction de Waller et Rose ont 
aboutit a la commercialisation de tests de. detection des facteurs 
rhumatoides utilisant une methode d'agglutination de billes de 
latex recouvertes par des IgG [Singer J.M. Plotz CM. Am. J. Med. 

10 1956; 21 :888-92]. La prevalence des facteurs rhumatoides 
detectes par agglutination est de 3.3% (pour un titre > 1 :20) 
[Mikkelsen W.M. et al. J. Chron. Dis. 1967, 20 :351-69]. La 
presence de facteurs rhumatoides dans Ie serum d'un patient - plus 
importante chez les patients ages - est responsable de resultats 

15 faussement positifs lors de la detection d'lgM specifiques d'un 
antigene microbien au cours des tests serologiques pour Ie 
diagnostic indirect des maladies infectieuses [Fuccillo D.A. et al. 
Manual of Clinical Laboratory Immunology Fourth Edition, Rose 
N.R., Conway de Macaria E., Fahey J.L., Friedman H., Penn G.M. 

20 editors, American Society for Microbiology, Washington D.C., 1992, 
545-53]. En effet, ces facteurs rhumatoides se fixent aux IgG 
specifiques de I'antigene microbien contenu dans Ie serum du 
patient, et apparaissent done faussement positifs lors de la 
detection des IgM specifiques dans la reaction serologique utilisant 

25 I'antigene microbien dans des tests de detection par agglutination. 
[Relmer C.B. et al. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1975, 254 :77-93]. 

II est possible d'eliminer les facteurs rhumatoides du serum 
par une adsorption par des IgG humaines non specifiques que Ton 
introduit en exces dans I'echantillon. Ces IgG introduces sont 
30 modifiees par chauffage ou traitement par Ie glutaraldehyde de 
facon a ce qu'elles n'interferent pas avec la detection des IgG 
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specifies. Get ajout d'lgG provoque une precipitation apres 
complexation avec les substances anti IgG contenues dans 
I'echantillon. Mais, dans ce cas, les IgG et IgM specifiques 
contenues dans I'echantillon peuvent aussi etre denatures par le 
5 traitement de modification des IgG introduces dans I'echantillon. 

II est egalement possible d'eliminer les IgM totales du serum 
avec la proteins A du Staphylococcus aureus ou avec des 
anticorps heterofogues (de mouton, par exemple) diriges centre les 
IgM humaines. Mais, dans ce cas, la formation des complexes 
10 anticorps heterologues-IgG humain enframe a la fois I'adsorption 
des facteurs rhumatoYdes et des IgM specifiques de I'antigene 
microbien. 

Bien que I'adsorption systematique des facteurs rhumatoYdes 
soit recommandee avant la detection serologique des IgM 
15 specifiques d*un microbe, il n'existe pas, a ce jour, de controle 
systematique de I'efficacite de cette adsorption avant la mise en 
oeuvre de la reaction serologique. 

De meme, la presence dans le serum du patient d'anticorps 
ant.-nucleaires limits la specified de la reaction antigene 
20 m.crobien-anticorps seriques. Les anticorps anti-nucleaires sent en 
effet des anticorps du type IgG diriges de fagon non-specifique 
centre I'ensemble forme par I'ADN et les proteines nucleaires du 
chromosome des cellules eucaryotes et des microbes, appelees 
h.stones. Ces anticorps anti-nucleaires se fixent done de fa 5 on 
s non-specifique sur toute cellule eucaryote y compris les 
champignons et les parasites et sur tout microbe, bacterie, virus a 
ADN, parasite ou champignon. Ce phenomene entraine une 
reaction positive non-specifique au cours des tests serologiques 
utilisant la detection d'lgG specifique d'une bacterie, un virus a 
ADN, un champignon ou un parasite entier ou comprenant des 
complexes ADN/histones comme antigene microbien a Paide 
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d'anticorps de detection anti IgG dans un serum contenant des 
anticorps anti-nucleaires. 

La detection des anticorps anti-nucleaires dans ie serum a 
tester, realisee en utilisant une technique d'immunodetection par 
immunofluorescence, a ete decrite [Fritzler M.J. In : Manual of 
Clinical Laboratory Immunology, Fourth edition, Rose N.R., Conway 
de Macario E., Fahey J.L., Friedman H., Penn, G.M., (eds.). 
American Society for Microbiology, Washington, D.C. 1992, pp. 
724-729] utilisant des cellules mammiferes y compris des cellules 
humaines telles que des cellules Hep-2 comme antigene. Dans ces 
conditions, la prevalence des anticorps antinucleaires detectes sur 
le serum pur est de 2% dans la population generale, de 20% parmi 
les parents de patients presentant une polyarthrite rhumatoTde, et 
de 75% parmi les personnes agees sans pathologie clinique 
apparente [Mc Carty G.A., and coll. Antinuclear antibodies : 
contemporary techniques and clinical applications to connective 
tissue diseases. Oxford University Press, New-York, 1984]. Dans 
cette methode, les cellules sont constitutes par un tapis de 
cellules confluentes deposees et « lues » manuellement. Ce depot 
de cellules confluentes est trop visqueux pour etre robotisable par 
depot avec un robot de type seringue, et la lecture n'est pas 
automatisable car, seul, le depot manuel permet de deposer une 
grande quantite de cellules de maniere a garantir une detection 
suffisante de la reaction Cellule-anticorps anti-nucleaires, Dans 
ces publications, on ne mentionne pas la necessite de realiser un 
controle systematique de la presence d'anticorps anti-nucleaires 
dans des tests d'immunodetection d'antigenes microbiens. En 
outre, la detection avec des cellules confluentes deposees 
manuellement sur support solide n'est pas applicable pour des 
tests de routine de laboratoire. 
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II n'y a done pas de methode publiee a ce jour, pour le 
controle ou I'elimination des anticorps anti-nucleaires avant la 
realisation d'un test serologique pour le diagnostic des maladies 
infectieuses de facon a garantir lors du resultat ('absence d'une 
reaction faussement positive applicable en routine de laboratoire. 
C'est pourquoi, aucun protocole de serologie publie dans les 
manuels de reference ni aucun test serologique commercialise 
n'inclut systematiquement le depistage d'anticorps anti-nucleaires 
ni de facteur rhumatoTde comme preaiable a la realisation ou a 
('interpretation de la serologie. 

En pratique, a ce jour, dans ies tests d'immunodetection en 
routine de laboratoire, on ne peut, tout au plus, detecter les faux 
positifs dus a la presence de facteur rhumatoYde (ou anticorps anti- 
nucleaires qu'en effectuant des tests sur une pluralite d'antigenes 
microbiens dont la presence concomitante n'est pas vraisemblable. 
Mais, ce type de verification, on le comprend, augmente 
considerablement le coQt en terme de materiel et main d'eeuvre 
ainsi que la duree des tests. 

On connaTt des methodes et kit de diagnostic impliquant 
I'utilisation d'un support solide sur lequel sont fixes de facon 
covalente des proteines solubles, mais ces couplages chimiques 
covalents sont complexes et couteux a realiser. On a propose la 
fixation non covalente de proteine soluble ou antigene particulaire 
sur support solide par adsorption physique ou physico-chimique sur 
le support, dans le cadre des protocoles de tests 
d'immunodetection sur support solide, mais la stabilite de la 
fixation est insuffisante. Une difficulty tient a ce qu'il est 
necessaire de bien laver prealablement le support solide pour 
eliminer les residue d'elements de marquage pouvant interferer 
avec la lecture des resultats alors que ces lavages rendent 
('adsorption physique des substances sur le support solide trop 
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instable. Une autre difficulty tient a ce qu'il est pas possible de 
deposer avec des robots de depots des antigenes corpusculaires 
. qu'il s'agisse de cellules ou bacteries entieres ou partielles comme 
mentionne ci-dessus. 

5 Un premier but de la presente invention est de fournir un test 

liable d'immunodetection d'antigenes microbiens, notamrnent 
d'antigenes particulaires, par une methode et des outils simples a 
mettre en oeuvre et realiser pour une application en routine de 
laboratoire dans le cadre de la realisation des tests en serie, dans 

10 le cas ou le serum teste pourrait contenir des facteurs rhumatoides 
ou des anticorps anti-nucleaires. 

Un autre but de la presente invention est de fournir une 
methode de preparation de support solide permettant un depot 
robotise et fixation non covalente par adsorption physique sur le 

15 support d'antigenes temoins de la presence de facteur rhumatoide 
et anticorps anti-nucleaire et antigene microbien, constitues de 
proteines ou d'antigenes particulaires comme explique ci-dessus, 
ainsi que la lecture automatisee du controie d'absence de facteur 
rhumatoide et d'anticorps anti-nucleaires et du resultat de la 

20 reaction immunologique dans un test de serum de patient 
impliquant une reaction de serologie microbienne des IgM ou bien 
des IgG specifiques par adsorption avec I'antigene microbien 
particulaire ou corpusculaire depose sur support solide. 

De merne, aucun test serologique commercialise n'inclut 
25 system atiqu em ent le controie de ('introduction et de la valeur 
reactive (ou reactivite immunologique) des anticorps secondaires 
de detection anti IgM ou anti IgG mis en ceuvre, et un autre but 
original de la presente invention est de fournir un test comprenant 
ce controie de reactivite. 
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Pour ce faire, la presente invention fournit une methode de 
diagnostic serologique in vitro d'agent microbien par 
immunodetection dans laquelle on detecte la presence et, de 
preference, on dose la quantite d'immunoglobulines de patient, 
notamment humaines pour un patient de I'espece humaine, de 
classe M specifiques d'un antigene microbien caracteristique du dit 
agent microbien, dans un echantillon de serum de patient a tester, 
notamment humain, par detection et, de preference, quantification 
d'un complexe de reaction immunologique entre (edit antigene 
microbien a detecter et une dite immunoglobuline specifique de 
classe M, a I'aide d'une premiere substance de detection 
comprenant un premier element de marquage, de preference un 
premier anticorps de marquage, ne reagissant qu'avec une dite 
immunoglobuline de classe M, de I'espece du patient, notamment 
humaine, caracterisee en ce que 1'on controle la presence 
eventuelle de facteur rhumatoTde dans ledit echantillon a tester en 
mettant en contact ledit echantillon a tester avec un support solide 
sur lequel a ete fixe un premier antigene correspondant a une 
immunoglobuline non specifique de classe G, de preference une 
immunoglobuline de I'espece du patient notamment humaine, la 
mise en contact se faisant en presence de ladite premiere 
substance de detection, et on verifie si ladite immunoglobuline non 
specifique de classe G fixee sur le support solide, a reagi avec 
ladite premiere substance de detection. 

Si I'echantillon comprend des facteurs rhumatoides (IgM anti 
IgG), ceux-ci peuvent reagir avec les immunoglobulines (| gGl ) 
fixees sur le support solide, sous forme du complexe suivant avec 
ladite premiere substance de detection (Ac, anti IgM* 1 ) : (S-IgG,- 
IgM antilgG - Ad anti IgM* 1 ). 

Quand I'absence de facteur rhumatoide est etablie, la 
detection d'une reaction entre ladite premiere substance' de 
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detection et ledit antigene microbien (Agmic) est effectivement la 
preuve de la presence dans le serum teste d'immunogiobulines de 
ciasse M specifique de I'antigene microbien (IgM anti Agmic) par 
formation du complexe (S-Agmic-IgM anti Ag-Aci anti IgM* 1 ), et 
5 non pas de la presence d'lgG specifique du dit antigene microbien 
(IgG anti Agmic), lesquels pourraient en effet former, en presence 
de facteur rhumatoi'de, un complexe faux positif (S-Agmic-IgG anti 
Agmic-IgM anti IgG - Aci anti IgM* 1 ). 

En outre comme explicate ci-apres, lorsque ledit premier 
10 antigene est constitue d'une IgG de I'espece du patient notamment 
humaine, ceci permet de verifier la presence et la reactivite d'une 
seconde substance de detection reconnaissant specifiquement les 
IgG du serum de I'espece du patient. 

Avantageusement ,dans une methode de diagnostic selon 

15 I'invention on detecte en outre et, de preference, on dose la 
quantite d'immunoglobuline du patient, notamment humaine, de 
ciasse G specifique d'un dit antigene microbien, par detection et, 
de preference, quantification d'un complexe de reaction 
immunologique entre ledit antigene microbien et d'une dite 

20 immunoglobuline specifique de ciasse G, a I'aide d'une seconde 
substance de detection comprenant un second element de 
marquage, de preference un second anticorps de marquage 
comprenant un second element de marquage different du dit 
premier element de marquage, ladite deuxieme substance de 

25 detection ne reagissant qu'avec une dite immunoglobuline, 
notamment humaine, de ciasse G de I'espece du patient 
caracterisee en ce que Ton controle la presence eventuelle 
d'anticorps anti-nucleaire dans ledit echantillon a tester en mettant 
en contact ledit echantillon a tester avec un support solide sur 

30 lequel a ete fixe un deuxieme antigene comprenant des complexes 
ADN/histones, de preference comprenant des noyaux de cellules 



1 er depot * 
13 

nucleees de I'espece du patient, notamment humaines, de 
preference encore, tout ou partie de cellules d'origine de I'espece 
du patient, notamment humaines, en lignee continue, et on verifie 
si ladite deuxieme substance de detection a reagi avec ledit 
5 deuxieme antigene fixe sur le support solide. 

Dans le cas d'un patient humain, on peut, notamment, utiliser 
des cellules de fibroblastes humains non confluentes en 
suspension, notamment des cellules HL60. 

Si I'echantillon a tester comprend des anticorps anti- 
10 nucleates (qui sont des IgG, notamment humaines), ceux-ci 
peuvent reagir avec ledit deuxieme antigene (Ag 2 ) et etre detectes 
par ladite deuxieme substance de marquage (Ac 2 anti IgG* 2 ) 
puisque celle-ci est une substance reagissant avec des IgG de 
I'espece du patient, notamment humaines, et former le complexe 
15 (S-Ag 2 -lgG anti Ag 2 - Ac 2 anti IgG* 2 ). 

Si, en outre, on detecte sur le support solide sur lequel est 
fixe ledit premier antigene (IgG-,,) un complexe entre ledit premier 
antigene et ladite seconde substance de marquage, a savoir 
necessairement un complexe (S-lgGi- Ac 2 anti IgG* 2 ), ceci permet 
20 de confirmer I'absence de facteur rhumatoi'de. 

La detection d'une reaction entre ladite premiere substance 
de detection et ledit deuxieme antigene (Ag 2 ) fixe sur support 
solide, signifie necessairement que s'est forme un complexe avec 
des anticorps anti-nucieaires (Ac anti nucl.) suivant :(S-Ag 2 -lgG 
25 anti nucl.-IgM anti IgG- Ad anti IgM* 1 ), et done que I'echantillon 
comprend a la fois le facteur rhumatoTde et des anticorps anti- 
nucleaire. 

Une fois I'absence d'anticorps anti-nucleaire etablie, la 
detection d'une reaction de ladite seconde substance de marquage 
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avec ledit antigene microbien est bien la preuve de la presence 
d'lgG specifique du dit antigene microbien et de formation d'un 
complexe (S-Agmic-IgG antiAgmic-Ac 2 anti IgG* 2 ) et non pas d'un 
complexe faux positif resultant de ia reaction des anticorps anti- 
5 nucleates avec Pantigene microbien selon le complexe (S-Agmic~ 
Ac anti nucl.-Ac 2 anti IgG* 2 ). 

De preference, lorsque Ton detecte la presence 
d'immunoglobulines du patient, notamment humaines, de classe G 
specifiques d'un dit antigene microbien a Paide d'une dite seconde 

10 substance de detection comprenant un deuxieme element de 
marquage. On realise un controle de la presence et de la reactivite 
de ladite seconde substance de detection en mettant en contact 
ledit support solide, sur lequel a ete fixe [edit premier antigene 
correspondant a une dite immunoglobuline de Pespece du patient, 

15 notamment humaine, non specifique de classe G, avec une solution 
contenant un dit second anticorps de marquage anti IgG et ne 
contenant pas de facteur rhumatoTde, et en verifiant si la dite 
seconde substance de detection a reagi avec ledit premier 
antigene fixe sur le support solide. 

20 De preference encore, on verifie la reactivite de ladite 

deuxieme substance de detection introduite dans ledit echantillon 
de serum a tester, apres avoir verifie ['absence de facteur 
rhumatoTde et d'anticorps anti-nucleaires dans ledit echantillon . 

Si ladite deuxieme substance de detection est bien reactive 
25 en Pabsence de facteur rhumatoTde, on doit detecter le complexe 
suivant (S-lgGi-Ac 2 anti IgG* 2 ) avec ledit premier antigene (IgG^. 
Dans ce cas, Pabsence de reaction de ladite deuxieme substance 
de detection avec ledit deuxieme antigene est bien la preuve de 
Pabsence d'anticorps anti-nucleaires. 
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Dans un mode de realisation avantageux, on realise un 
controle de la presence et de la reactivite de ladite premiere 
substance de marquage qui est un anticorps anti-immunoglobuline 
M de I'espece du patient, notamment humaine, en mettant en 
contact un support solide sur lequel est fixee un troisieme antigene 
correspondant a une immunoglobuline de i'espece du patient, 
notamment humaine, non specifique de classe M (IgMO, avec une 
solution contenant une dite premiere substance de marquage et ne 
contenant pas de facteur rhumatoTde, et en verifiant si ladite 
premiere substance reagit avec ledit troisieme antigene fixe sur le 
support solide. 

Si ladite premiere substance de detection est presente et est 
bien reactive, on doit detecter un complexe S-lgM^Ad anti IgM* 1 . 
Ainsi, ['absence de detection d'un complexe comprenant ledit 
premier marqueur au niveau du dit premier antigene (IgG^ et, le 
cas echeant, au niveau du dit second antigene fixe sur support 
solide, est bien la preuve de ('absence de facteur rhumatoTde. 

Plus particulierement, on verifie la reactivite de ladite 
premiere substance de detection apres avoir verifie I'absence de 
facteur rhumatoTde, 

Autrement, en presence de facteur rhumatoTde, on pourrait ne 
detecter aucune reaction de ladite premiere substance de detection 
avec ledit troisieme antigene a cause de la formation d'un 
complexe suivant avec le facteur rhumatoTde ( S-!gMHgG anti 
IgM). Toutefois, en presence des deux dites premiere et seconde 
substances de detection, on detecterait une reaction entre ledit 
troisieme antigene et ladite seconde substance de detection par la 
detection du complexe (S-lgM 1 - IgG anti IgM - Ac 2 anti IgG* 2 ). 

Plus particulierement, le depot d'lgG de I'espece du patient, 
notamment humaines, y-specifique (specifique de la chaine gamma 
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des immunoglobulins de i'espece du patient, notamment 
humaines) comme dit premier antigene permet de controler 
positivement ^introduction de rimmunogiobuline conjuguee anti- 
IgG au cours de la reaction serologique ainsi que sa reactivite 

5 immunologique (aspect qualitatif). En effet, cet anticorps conjugue 
va se fixer egalement sur fe depot d'lgG qui sera done reconnu 
obligatoirement au cours de la phase de detection des IgG 
specifiques de la reaction serologique. Egalement, le depot 
d'immunoglobulines de classe M (IgM) y-specifiques comme dit 

10 troisieme antigene par depot robotise d'une solution d'IgM de 
I'espece du patient, notamment humaines, y-specifiques pour 
detecter ('introduction et la reactivite immunologique (aspect 
qualitatif) de rimmunogiobuline conjuguee anti-igM au cours de la 
reaction serologique constitue une innovation importante car ce 

15 type de controle positif n'est pas systematiquement utilise 
actuellement au cours des reactions serologiques. 

La presente invention permet done la detection systematique 
de facteurs rhumatoides, et la detection systematique d'anticorps 
anti-nucleaires, dans un serum utilise pour un diagnostic 

20 serologique par immunofluorescence indirecte, apres le depot 
robotise d'immunoglobulines de I'espece du patient, notamment 
humaines, de classe G (IgG) et de cellules nucleees de I'espece du 
patient, notamment humaines, sur le support de la reaction 
serologique. Egalement, le depot robotise d'immunoglobulines de 

25 I'espece du patient, notamment humaines, IgG et IgM permet de 
controler la presence des anticorps secondaires anti- 
immunoglobulines M et respectivement G de I'espece du patient, 
notamment humaines, mis en oeuvre. 

Une erreur frequente dans la realisation des tests 
30 serologiques, notamment pour les tests serologiques en batterie 
realises sur un grand nombre de serums a tester, est due a des 
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defauts dans I'introduction des serums a tester, notamment par 
pipetage. Ces erreurs interviennent notamment dans les etapes qui 
impliquent le deplacement de I'echantillon a tester, notamment par 
pipetage, certains recipients, notamment contenant le support 
solide sur lequel est depose I'antigene a detecter, peuvent ne pas 
etre remplis par inadvertance avec le serum de I'espece du patient, 
notamment humaine, a tester. II est connu que le pipetage de 
serum est entache d'un risque d'erreurs de 1% 0 , liee a un probleme 
purement technique par absence de pipetage par la pipette, ou a 
une erreur humaine par absence de pipetage par inadvertance. 

Ces erreurs imposent I'introduction de controles dans la 
realisation de la reaction. L'incorporation systematique au cours de 
chaque nouvelle manipulation d'un serum temoin negatif c'est a 
dire ne contenant pas d'anticorps specifiques de I'antigene a tester 
permet d'interpreter les reactions positives. De meme, 
l'incorporation d'un serum temoin positif, c'est a dire contenant 
I'anticorps specifique de I'antigene teste a un titre connu permet de 
verifier la qualite de I'antigene et de I'immunoglobuline conjuguee. 

Cependant, il n'existe actueliement aucun controle de ce que 
le serum a tester a bien ete introduit dans le test serologique. Or, 
si par inadvertance, le serum a tester n'est pas introduit dans le 
test serologique, la reaction antigene bacterien-anticorps serique 
n'existera certainement pas, et le test sera interprets, faussement, 
comme negatif (faux-negatif). Dans la presente invention, on tire 
partie de ce que la proteine A du Staphylococcus aureus 
(staphylocoque dore) presente une affinite pour les serums 
d'origine animale, notamment le cheval, les bovins, le cochon, le 
lapin, le cobaye, la souris ; a un moindre degre le hamster, le rat et 
le mouton. En revanche, le serum de poussin et de chevre ne 
reagissent pas avec la proteine A. La proteine A est un polypeptide 
de 42 kDa, et est un constituant de la paroi des souches de 
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Staphylococcus aureus, des proteines similaires mais differentes 
sont caracterisees a la surface des bacteries du genre 
Streptococcus [Langone J. J. Adv. Immunol. 1982, 32 : 157-251]. 
Cette propriete de la proteine A de Staphylococcus aureus, a deja 
5 &xe utilisee dans un test serologique chez Thomme pour ie 
diagnostic serologique des endocardites infectieuses [Rolain JM, 
Lecam C, Raoult D. Simplified serological diagnosis of endocarditis 
due to Coxiella burnetii and Bartonella. Clin. Diag. Lab. Immunol. 
2003 ; 10 :1 147-8]. 

io La presente invention comprend done ('introduction d'un 

controie d'introduction du serum a tester au cours des reactions de 
serologies bacteriennes. 

Pour ce faire, on introduit un antigene contenant la proteine 
A et notamment, introduire une bacterie Staphylococcus aureus a 
15 titre d'antigene de controie que I'echantillon a tester contient bien 
un serum de I'espece du patient, notamment d'origine humaine et a 
detecter une reaction antigene-immunoglobuline de I'espece du 
patient, notamment humaine, avec une substance specifique. 

Dans la mesure ou ia proteine A reagit avec des 
20 immunoglobulines animales et humaines de fagon non specifique, 
et ce meme en cas de pathologie infectieuse importante, il est 
possible d'utiliser cette proteine A comme controie positif de 
Tintroduction d'un serum de Tespece du patient, notamment 
humaine, dans Pechantiilon a tester. 

25 Plus precisement, la presente invention fournit une methode 

de diagnostic serologique in-vitro dans laquelle on detecte la 
presence d'anticorps specifiques d'un agent microbien infectieux 
dans un echantillon a tester, caracterisee en ce que Ton controie 
que ledit echantillon a tester contient un serum de I'espece du 

30 patient, notamment humain, en detectant si des immunoglobulines 
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de I'espece du patient, notamment humaines, reagissent avec un 
antigene contenant la proteine A d'une bacterie Staphylococcus 
aureus. 

Plus particulierement, selon la presente invention, on 
contrdle, en prealable, que ledit echantillon teste contient bien un 
serum de I'espece du patient, notamment humain, en detectant si 
des immunoglobulines de I'espece du patient notamment humaines, 
reagissent avec un quatrieme antigene contenant la proteine A 
d'une bacterie Staphylococcus aureus, de preference en mettant 
en contact ledit echantillon avec un support solide sur lequel est 
fixe un dit quatrieme antigene, en presence d'une troisieme 
substance de detection qui est une substance reagissant avec une 
immunoglobuline de I'espece du patient, notamment humaine, et 
pas avec ledit quatrieme antigene, de preference un anticorps anti- 
immunoglobuline de I'espece du patient, notamment humain, et ne 
reagissant pas avec la proteine A. 

Dans un mode de realisation avantageux, ledit quatrieme 
antigene est une bacterie entiere Staphylococcus aureus 
comprenant la proteine A. On peut plus particulierement utiliser les 
bacteries Staphylococcus aureus deposees dans les collections 
publiques telles que les bacteries deposees a I'A.T.C.C. sous le 
N°29213 et a la C.N. CM. de I'lnstitut Pasteur (France) sous le 
numero 65. 8T comme decrit dans la publication mentionnee ci- 
dessus [Rolain JM, Lecam C, Raoult D. Simplified serological 
diagnosis of endocarditis due to Coxiella burnetii and Bartonella. 
Clin. Diag. Lab. Immunol. 2003 ; 10 :1 147-8]. 

Par ailleurs, en dehors des souches-types, toute souche 
bacterienne identifiee comme Staphylococcus aureus peut etre 
utilisee comme antigene Ag^ 
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Avantageusement encore, on detecte la presence d'un dit 
produit de la reaction avec une immunoglobuline anti- 
immunoglobuline de I'espece du patient qui est une 
immunoglobuline d'origine animale, de preference dans le cas d'un 
5 patient humain, une immunoglobuline de chevre ou de poussin. 

De preference, ladite substance de detection, de preference, 
le cas echeant, ladite troisieme substance de detection, est une 
immunoglobuline animale, de preference encore dans le cas d'un 
patient humain, une immunoglobuline de chevre ou de poussin. 

io De preference encore, ladite troisieme substance de 

detection correspond a ladite premiere ou deuxieme substance de 
detection et, de preference, lesdites premiere et deuxieme 
substances de detection sont une immunoglobuline d'origine 
animale dans le cas d'un patient humain, respectivement anti IgM 

15 ou anti IgG marquees respectivement par deux elements de 
marquages differents. 

Avantageusement, ladite substance de detection est un 
anticorps conjugue a un element de marquage qui est une 
substance fluorescente. Et, en particulier, on verifie si 1'on detecte 
20 par fluorescence un complexe produit de reaction entre ledit 
quatrieme antigene et ladite troisieme substance de detection. 

Avantageusement, dans une methode de diagnostic selon 
I'invention, on detecte et, le cas echeant, on quantifie la dose de 
dite immunoglobuline de I'espece du patient a tester de classe M 
25 ou, le cas echeant, de classe G, specifique du dit antigene 
microbien dans I'echantillon a tester par lecture automatisee a 
I'aide d'un appareil de lecture approprie aux dits elements de 
marquage. 
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Comme element de marquage des dites substances de 
detection, on utilise done avantageusement un marquage 
enzymatique, radioactif ou fluorescent, ce dernier type de 
marquage fluorescent etant prefere. 

L'expression « marquage fluorescent » signifie que 
I'anticorps a ete rendu fluorescent par couplage ou complexation 
avec un agent fluorescent approprie tel que l'iso(thio)cyanate de 
fluoresceine ou toute autre substance emettant un rayonnement 
detectable apres son illumination, chaque substance etant 
caracterisee par la longueur d'onde a laquelle elle doit etre 
illuminee (longueur d'onde d'excitation) et la longueur d'onde du 
rayonnement qu'elle emet (longueur d'onde d'emission). 

L'expression « marquage radioactif » signifie que I'anticorps 
porte un isotope radioactif permettant de le doser par comptage de 
la radioactivite qui lui est associee, I'isotope pouvant etre porte . 
soit sur un element de la structure de I'anticorps, par exemple les 
residus de tyrosine constitutifs, soit sur un radical approprie qui lui 
a ete fixe. 

L'expression « marquage enzymatique » signifie que 
I'anticorps specifique est couple ou cornplexe a une enzyme qui, 
associee a I'emploi de reactifs appropries, permet une mesure 
quantitative de cet anticorps specifique. 

Le substrat et les reactifs sont choisis de sorte que le produit 
final de la reaction ou de la sequence de reactions provoquee par 
I'enzyme et mettant en oeuvre ces substances soit : 

ou bien une substance coloree ou fluorescente qui 
diffuse dans le milieu liquide environnant I'echantillon teste et qui 
fait I'objet, soit de la mesure finale spectrophotometrique ou 
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fluorimetrique, respectivement, soit cTune evaluation a I'oeii ; 
eventuellement par rapport a une gamme de teintes etalonnees, 

ou bien une substance coloree insoluble qui se depose 
sur I'echantillon teste et qui peut faire I'objet, soit d'une mesure 
5 photometrique par reflexion, soit d'une evaluation a I'oeii, 
eventuellement par rapport a une gamme de teintes etalonnees. 

Lorsque Ton utilise une substance de detection rendue 
fluorescente, la fluorescence associee a I'echantillon teste est lue 
directement sur un appareil approprie capable de detecter le 
10 rayonnement a la longueur d'onde d'emission et de le quantifier. 

Lorsqu'on utilise une sonde radioactive, comme par exemple 
node 125, la radioactivite associee a I'echantillon teste est 
completee dans un compteur gamma selon toute modalite 
appropriee et par exemple apres solubilisation des cellules par une 
]5 solution alcaline (par exemple une solution de soude) et 
recuperation de la solution contenant la radioactivite a I'aide d'un 
tampon absorbant. 

Lorsque Ton utilise une enzyme comme element de marquage 
sur Tanticorps de detection, l'apparition d'un produit colore ou 

20 fluorescent est obtenue en ajoutant une solution contenant le 
substrat de I'enzyme et un ou plusieurs reactifs auxiliaires 
permettant d'obtenir finalement comme produit de reaction, soit un 
produit colore soluble dans le milieu, soit un produit colore 
insoluble, soit un produit fluorescent soluble, comme cela a ete 

25 explique precedemment. On mesure ensuite le signal lumineux 
provenant des echantillons ainsi traites, a Paide de Pappareillage 
adapte a chaque cas : photometre en transmission, ou en reflexion 
ou fluorimetre respectivement. Alternativement, on peut aussi 
evaluer a I'ceil la coloration obtenue, en s'aidant eventuellement 

30 d'une gamme de solutions colorees etalonnees. 
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En utilisant comme enzyme la phosphatase aicaline, le 
couplage de cette enzyme avec Panticorps de detection est 
effectue selon la methode proposee par Boehringer Mannheim- 
Biochemica. Les substrats preferentiels de cette enzyme sont le 
5 paranitrophenylphosphate pour une lecture fluorometrique ou le 
bromo-5 chIoro-4-umbelliferyl phosphate pour une lecture 
fluorometrique ou le bromo-5 chloro-4 indolyI-6 phosphate pour 
obtenir un produit de reaction colore insoluble. On peut de meme 
utilise r comme enzyme la p-galactosidase dont les substrats 
10 preferentiels sont Porthonitrophenyl p~D-ga!actropyranoside ou le 
methyI-4 umbelliferyi (3-D-gaIactopyranoside. 

On peut aussi coupler les anticorps de detection a la 
peroxydase. Dans ce cas; le precede de couplage est derive de 
celui decrit par M.B. Wilson et P.K. Nakane in Immunofluorescence 
15 and related staining techniques, W. Knapp, K. Kolubar, G. Wicks 
ed. Elsevier/North Holland. Amsterdam 1978, p. 215-224. 

Les reactifs utilises pour reveler la peroxydase conjuguee 
aux anticorps de detection contiennent de Peau oxygenee, substrat 
de Penzyme, et un chromogene approprie par exemple de 

20 Porthophenyienediamine ou Tacide azino-2-2 J bis (ethyl-3 
thiazoline sulfonique-6) ou ABTS pour obtenir un produit final de 
reaction colore et soluble dans le milieu ou bien la diamino-3,3' 
benzidine ou Tamino-3 ethyl-9 carbazole ou le chloro-4 a-naphtol 
pour obtenir un produit final de reaction insoluble, ou bien Pacide 

25 parahydroxyphenyl propionique pour obtenir un produit de reaction 
fluorescent soluble dans le milieu. 

Un autre mode de realisation de 1'invention est ('utilisation 
d'immunoglobuline de detection couplee a Pacetylchoiinesterase. 

^acetylcholinesterase est couplee a Panticorps en utilisant 
30 preferentiellement un procede derive de celui decrit dans le brevet 
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francais n°2 550 799 ou un procede qui comporte schematiquement 
la preparation de fragments de I'anticorps par une technique 
connue, la modification de i'enzyme par reaction avec un agent 
heterobifonctionnel approprie et enfin !e couplage des produits 
ainsi obtenus. D'autres proeedes connus de construction de 
conjugues immunoenzymatiques peuvent aussi etre utilises dans 
ce cas. 

La revelation de I'activite enzymatique specifiquement liee a 
I'antigene reconnu par le conjugue a ^acetylcholinesterase est 
realisee de preference selon la technique bien connue qui emploie 
I'acethylthiocholine comme substrat de I'enzyme et le reactif 
d'Ellman, ou acide dithio-5,5' nitro-2 benzoique comme 
chromogene, selon toute variante adaptee au cas examine, par 
exemple celle decrite par Pradelles et al., dans Anal. Chem. 1985, 
57 :1170-1173. 

Avantageusement, dans la methode de diagnostic selon 
I'invention, on detecte la presence et, le cas echeant, on dose la 
quantite d'immunoglobuline de classe M ou, le cas echeant, de 
classe G specifique du dit antigene microbien dans ledit echantillon 
de serum a tester, en mettant en contact un dit antigene microbien 
fixe sur support solide, avec ledit echantillon de serum contenant 
une dite premiere ou, respectivement, deuxieme substance de 
detection reagissant specifiquement avec la classe M ou, 
respectivement, la classe G d'immunoglobuline de I'espece du 
patient a tester specifique du dit antigene microbien. 

Avantageusement encore, ledit antigene microbien est un 
antigene particulaire ou corpusculaire tel que decrit 
precedemment, constitue de microbe entier inactive ou fraction de 
microbe. 
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Dans un mode de realisation particulier, ledit antigene 
microbien est choisi parmi des micro-organismes comprenant une 
bacterie, un virus, un parasite ou un champignon. 

Plus particulierement, ledit antigene microbien est une 
bacterie intracellular, et notamment, ledit antigene microbien est 
choisi parmi les bacteries du genre Rickettsia, Coxiella, Bartonella, 
Tropheryma, Ehrlichia, Chlamydia, Mycoplasma, Treponema, 
Borrelia, et Leptospira, cette liste n'etant pas exhaustive. 

Plus particulierement encore, ledit antigene microbien est 
une bacterie responsable d'une endocardite. 

Dans un autre mode de realisation, ledit antigene est un 
antigene microbien est un antigene viral, notamment un virus choisi 
parmi les virus H.I.V., C.M.V. ou Epstein-Barr, cette liste n'etant 
pas exhaustive. 

Dans un mode prefere de realisation de la methode de 
diagnostic selon I'invention, on met en ceuvre une pluralite 
d'antigenes choisis parmi lesdits premier, second, troisieme et 
quatrieme antigenes et au moins un dit antigene microbien, de 
preference une pluralite d'antigenes microbiens, fixes sur un meme 
support solide. 

De preference encore, au moins un dit antigene microbien et 
lesdits premier, deuxieme et troisieme et, de preference, quatrieme 
antigene sont fixes sur un meme support solide et on utilise 
seulement deux substances de detection avec des elements de 
marquage differents, de preference lesdites premiere et deuxieme 
substances de detection etant des immunoglobulines animates, de 
preference encore, dans le cas d'un patient humain, une 
immunoglobuline de chevre. 
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Dans ce dernier mode de realisation, un protocole de 
succession des controles est le suivant : 

1) On verifie que iedit quatrieme antigene contenant la 
proteine A reagit avec une des substances de detection. A defaut, 

5 on arrete !e test, c'est-a-dire on ne prend pas en compte cet 
echantillon. 

2) Si Iedit premier antigene (IgGi) reagit avec ladite premiere 
substance de detection (Ac1 anti IgM* 1 ), I'echantillon de serum 
comprend des facteurs rhumatoTdes , done, la encore, on ne prend 

10 pas en compte les tests de detection et de quantification des ig M 
specifiques. 

3) Si Iedit premier antigene ne reagit pas avec la deuxieme 
substance de detection (Ac 2 anti IgG* 2 ), ladite deuxieme substance 
de detection n'est pas presente ou pas reactive. On ne prend pas 

15 en compte !e resultat du test concernant !a detection des IgG 
specifiques de Fantigene microbien. 

4) Si Iedit premier antigene reagit avec la deuxieme 
substance de detection, il n'y a pas de facteur rhumatolde et ladite 
deuxieme substance est reactive : on peut continuer le test, e'est- 

20 a-dire prendre en compte les resultats sous reserve des 
verifications suivantes concernant les reactions avec les deuxieme, 
troisieme et quatrieme antigenes. 

5) Si Iedit deuxieme antigene contenant un complexe 
ADN/histone reagit avec ladite deuxieme substance de detection, 

25 des anticorps antinucleaires sont presents et on ne prend pas en 
compte les tests de detection et de quantification des Ig G 
specifiques. 
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6) Si le dit deuxieme antigene reagit avec la dite premiere 
substance de detection, des facteurs rhumatoides et des anticorps 
antinucleaires sont presents et on arrete le test. 

7) Si ledit deuxieme antigene ne reagit pas, et que lesdites 
premiere et deuxieme substances de detection sont presentes et 
reactives, il n'y a pas d'anticorps anti-nucleaire, et on peut 
continuer sous reserve de la verification suivante. 

8) On verifie que ledit troisieme antigene reagit avec ladite 
premiere substance de detection. Si ledit troisieme antigene (IgM) 
ne reagit pas, ladite premiere substance n'est pas presente ou ne 
reagit pas, et on arrete le test. 

En resume, on ne prend en compte le resuftat de la reaction 
avec ledit antigene microbien, que si les conditions cumulatives 
suivantes sont reunies : 

- ledit quatrieme antigene reagit, 

- ledit premier antigene reagit avec ladite deuxieme 
substance de detection, 

- ledit deuxieme antigene ne reagit pas, et 

- ledit troisieme antigene reagit avec ladite premiere 
substance de detection. 

La presente invention fournit egalement une trousse de 
diagnostic utile pour la mise en oeuvre d'une methode selon 
I'invention, caracterisee en ce qu'elle comprend un dit support 
solide sur lequel est fixe au moins un dit premier antigene, et une 
dite premiere substance de detection, et, le cas echeant, une dite 
deuxieme substance de detection et un dit support solide sur 
lequel est fixe au moins un dit deuxieme antigene, et le cas 
echeant un dit support solide sur lequel est fixee au moins un dit 
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troisieme antigene, et le cas echeant un support solide sur lequel 
est fixe au moins un dit quatrieme antigene. 

De preference, dans une trousse selon I'invention, I'antigene 
microbien et les differents dits premier, second, troisieme et, de 
5 preference quatrieme antigenes sont fixes sur le meme support 
solide, et en ce qu'elle comprend comme substance de detection 
lesdites premiere et deuxieme substance de detection uniquement. 

Avantageusement, dans les methodes et trousses de 
diagnostic selon ('invention, on utilise comme support solide une 

10 lame de verre ou en plastique, un tube de titrage ou un puits d'une 
plaque de microtitrage en plastique, et plus particulierement, 
comme support solide, on peut utiliser tout dispositif adapte a la 
manipulation de 'suspensions cellulaires et bacteriennes et 
notamment des tubes, des lames de verre ou de polymeres, des 

15 tubes « bijoux » ou des plaques rigides de microtitration en 
polyethylene, polystyrene, chlorure . 

La presente invention a egalement pour objet une methode 
de preparation d l un support solide sur lequel est fixe au moins un 
antigene choisi parmi un dit antigene microbien, un dit premier et, 

20 le cas echeant, un dit deuxieme, troisieme ou quatrieme antigene 
permettant une detection par lecture automatisee a I'aide d'une 
dite premiere et, le cas echeant, deuxieme substance de detection, 
utile dans une methode selon ['invention ou une trousse selon 
('invention, caracterisee en ce que Ton realise un lavage prealable 

25 du dit support solide avec une solution d'un melange 
ethanol/acetone, de preference a 50/50, puis depose de fa£on 
robotisee lesdits antigenes avec un robot de depot comprenant de 
preference une seringue et on stabilise la fixation des dits 
antigenes par adsorption physique sur (edit support solide par un 

30 traitement avec de I'aicool, de preference methanol ou ethanol, 
alcool que I'on elimine ensuite et, de preference, on verifie la 
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fixation des dits antigenes par coloration, notamment au colorant 
rouge Ponceau. 

On peut egalement utiliser un liant, comme par exemple de 
I'albumine serique bovine, a une concentration finale de 1-5%, ou 
du jaune d'ceuf a une concentration finale de 1-10% pour stabiliser 
la fixation desdits antigenes sur ledit support solide. 

La solution de prelavage permet de nettoyer le support de 
toute trace de substance de detection ou autre residuelle et, 
notamment, eliminer toute fluorescence, tout en conservant la 
faculte d'adsorption physique du support vis a vis des dits 
antigenes deposees ensuite. 

Le traitement de stabilisation a I'alcool permet de stabiliser la 
fixation par adsorption physique aussi bien des proteines, telles 
que IgG et IgM, que des antigenes particulaires. 

Avantageusement, on depose de facon robotisee un dit 
antigene microbien et, le cas echeant, un dit deuxieme antigene et, 
le cas echeant, un dit quatrieme antigene, sous forme de 
suspension de corpuscules de cellules non confluentes ou 
microbes entiers, notamment bacteries ou fractions de cellules ou 
microbes, notamment bacteries. 

La determination du lavage prealable approprie du support 
solide, notamment de la lame de verre a donne lieu a de nombreux 
essais. Ce traitement a pour objectif de nettoyer parfaitement ce 
support pour eliminer les artefacts fluorescents tout en preservant 
la fixation ulterieure des antigenes de facon compatible avec leur 
mode de conservation mais, aussi, en preservant sinon I'integrite 
au moins la reactivite immunologique des antigenes. II a ete 
montre, apres de nombreuses recherches infructueuses, que le 
rincage et le nettoyage des lames en phase aqueuse ne permettrait 
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pas une fixation ulterieure des antigenes a deposer ; il en allait de 
meme pour le rincage a base de molecules tensio-actives comme 
le Tween 20. Le nettoyage avec des alcools n'etait pas suffisant 
pour retirer la plupart des artefacts fluorescents. C'est done au 
terme de ces multiples essais qu'a ete optimise un protocole de 
nettoyage de support solide, notamment de la lame de verre, par 
un melange ethanol 50 % - acetone 50 % puis sechage a ['air. 

La presente invention concerne egalement le depot 
d'antigenes microbiens particulaires ou corpusculaires par un robot 
de depot. Selon la presente invention, les inventeurs ont mis au 
point, apres de nombreux essais infructueux, des conditions de 
depot robotise d'antigenes microbiens corpusculaires (microbe 
entier inactive ou fraction de microbe entier inactive) en 
suspension dans un milieu de depot. En effet, uniquement des 
solutions homogenes d'une ou de plusieurs molecules sont 
actuellement deposees sur support solide par les robots de depot. 
Pour ce faire, la concentration de ces antigenes corpusculaires est 
calibree avant depot par comptage des particules microbiennes 
inactivees par « fluorescence activated cell sorting (FACS-scann) 
puis deposes de fagon robotisee sur un support solide. La mise au 
point empirique de ces depots calibres et robotises a comporte 
plusieurs etapes. D'une part, plusieurs essais ont ete realises 
concernant le mode de conservation le plus approprie des 
antigenes deposes. Apres plusieurs essais infructueux, il a ete mis 
au point une conservation dans un tampon PBS-0,1 % acide de 
sodium a -80 °C pour certains antigenes ou bien une conservation 
a + 4°C dans I'ethanol 100 % pour d'autres antigenes (les cellules 
telles que cellules HL60 par exemple). Par ailleurs, plusieurs 
essais ont ete realises pour determiner la concentration optimale 
pour chacun des antigenes testes, les concentrations infra- 
optimales donnant des depots indetectables, les concentrations 
supra-optimales entramant une sedimentation des antigenes 
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corpusculaires en cours de depot et done une variation sensible de 
la quantite d'antigene depose. Enfin, les depots d'antigenes 
corpusculaires comportant de I'ADN microbien (bacterie, virus, 
parasites ou champignons microscopiques) sont calibres par 
application d'un colorant fluorescent (molecule intercalente) dont 
les longueurs d'onde d'excitation et d'emission sont 
avantageusement choisies en fonction de celles utilisees par le 
fluorochrome marquant les imrnunoglobulines conjuguees. Ce 
marquage fluorescent, non specifique des antigenes peut etre 
realise avant leur depot par le robot de depot ou apres celui-ci. Le 
marqueur fluorescent est avantageusement choisi pour sa stabilite 
a la lurniere du jour. 

Avantageusement les cellules sont calibrees a 10 8 cellules 
par millilitre. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente 
invention apparaitront a la lurniere des exemples qui vont suivre 
qui font reference aux figures 1 a 4. 

La figure 1 represents la detection de depots robotises de 
microbes de I'espece Staphylococcus aureus calibres a 1 0 9 
bacteries / ml colores par le colorant fluorescent Hoescht 33342 de 
I'exemple 1 . 

La figure 2 represente illustre les depots d'lg M eclaires a 
I'aide d'un anticorps secondaire marque de I'exemple 2, trois 
concentrations d'lg M ont ete deposees de haut en bas : 10 mg/ml, 
1 mg/ml et 0,2 mg/ml, six depots ont ete realises par concentration. 

La figure 3 represente la reaction serologique utiiisant un 
serum presentant des Ig G specifiques contre Coxiella burnetii, des 
spots Staphylococcus aureus, IgG et Coxiella burnetii sont 
"allumes", a I'exemple 3. 
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La figure 4 represente une lame coloree par un colorant 
fluorescent, permettant de visualiser I'ensemble des 8 antigenes 
deposes, cellules HL60, Staphylococcus aureus, Coxieila burnetii, 
Legionella pneumophila, Bartonella henselae, Bartonella quintana, 
Bartonella vinsonii subsp. berkoffii, et Bartonella elizabethae a 
I'exemple 3. 

Exempie 1 : Depot de dits deuxieme et quatrieme antigenes 
sur support solide. 

Les cellules HL60 (N° ATCC CCL 240) sont des cellules 
fibroblastiques humaines en lignee continue utilisees pour la 
detection des anticorps anti-nucleaires. Apres culture et production 
selon les protocoles habituels, on a quantifie la concentration des 
cellules HL 60 a I'aide d'un compteur de cellules (Microcytes® BPC 
/ Yeast, BioDETECT AS, OIso, Norvege) et cette concentration a 
ete rapportee a 10 3 cellules / mL dans un tampon BPS sterile, pH= 
7,4 pour obtenir une suspension de cellules non confluentes 
pouvant etre deposees par robot de depot. 

Staphylococcus aureus (n° de depot ATCC 29213) a ete 
cultive sur gelose a 5% de sang de mouton, puis recolte dans un 
tampon PBS sterile contenant 0,1% d'azide de sodium. L'inoculum 
a ete mesure a I'aide du meme compteur de cellules et calibre a 
10 9 bacteries/mL qui est la concentration optimum compte tenu des 
contraintes d'absence de sedimentation en cours de depot et d'un 
depot en quantite suffisante de particules staphylococciques puis 
conserve par congelation a - 80°C. 

On a depose ces cellules HL60 et des bacteries 
Staphylococcus aureus a une concentration de 10 9 CFU/mL 
determinee par FACS-scan (Microcytes®) des lames en verre 
(Reference LLR2-45, CML, Nemours, France). Les cellules et les 
bacteries ont ete deposees sur le support solide a I'aide d'un robot 



1er depot 



33 

de depot (Arrayer 427 ™, Affymetrix, MWG Biotech SA, 
Courtaboeuf, France). Les depots ont ete seches a Pair pendant 30 
minutes dans I'enceinte du "spotter", puis fixes dans un bain de 
methanol a 100 % pendant 10 minutes, puis seches a nouveau a 
I'air libre. L'efficacite du depot robotise sur les lames, apres la 
fixation a I'ethanol et apres les bains necessites par la reaction 
d' immunofluorescence indirecte suivante, a ete verifiee avec 
succes par la coloration par le colorant fluorescent Hoescht 333-42 
qui est excite a 350 nanometres et qui emet a 460 nanometres 
(Molecular Probes). La figure 1 illustre le depot robotise de 6 
colonnes de 6 depots chacune de Staphylococcus aureus. 

Exemple 2 : depot de dits premier antigene (IgG) et troisieme 
antigene (IgM) sur support solide 

Des immunoglobulines humaines de classe G y-specifiques 
(IgG) (Serotec, Cergy Saint-Christophe, France) diluees a une 
concentration de 5mg/mL, et des immunoglobulines de classe M y- 
specifiques (IgM (Serotec) diluees a une concentration de 10 
mg/mL pour obtenir des spots bien homogenes, ont ete deposees 
de facon robotisee a I'aide d'un robot de depot (modele 427, 
Arrayer, Affymetrix, Inc., CA) sur un support solide constitue d'une 
lame de verre (Reference LLR2-45, CML, Nemours, France). 

Les depots ont ete realises par transfert de la suspension 
d'antigene d'un puit de plaque de microtitration contenant 25 uL de 
suspension, sous un volume de 1 mL depose, a 25°C et 55 % 
d'humidite dans I'enceinte du robot de depot. Ces conditions ont 
ete controlees par un thermo-hygrometre. Les depots d'une 
dimension de 200 urn ont ete seches a I'air pendant 30 minutes a 
37°C dans I'enceinte du robot de depot, puis fixes dans un bain 
d'ethanol a 100% pendant 10 minutes, puis seches a nouveau a 
I'air libre. L'efficacite du depot robotise puis de la fixation a 
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Pethanoi apres les bains necessites par la reaction 
^immunofluorescence indirecte a ete verifiee par la technique 
d'immunofluorescence indirecte. 

10 serums humains contenant des facteurs rhumatoTdes et 10 
5 serums humains ne contenant pas de facteurs rhumatoides 
(controles negatifs) pour ('immunodetection des facteurs 
rhumatoides, [detection qualitative par un test d'agglutination de 
billes de latex sensibiiisees (Rhumalatex Fumouze®, Laboratoires 
Fumouze, Levallois-Perret France)] et ont ete deposes chacun sur 

10 un depot d'IgG sous trois dilutions chacun, 1 :32, 1 :64 et 1 :1 28. 
Apres un premier lavage, une reaction d'immunofluorescence 
indirecte a ete realisee en utilisant une immunoglobuline de chevre 
(reference A-11013, Molecular Probes, Eugene, USA) a titre 
d'anticorps secondaire anti-IgM humaines, couplee a I'Aiexa 488 

15 qui est une molecule fluorescente excitee a 488 nanometres et 
emettant a 540 nanometres et en utilisant la meme 
immunoglobuline couple a I'Axa 594 (A-21216, Molecular Probes, 
Eugene, USA) qui est une molecule fluorescente excitee a 594 
nanometres et emettant a 640 nanometres dans une deuxieme 

20 experience. La lecture de la reaction a ete faite au microscope a 
fluorescence et a montre une detection fluorescente dans tous les 
serums contenant des facteurs rhumatoides sous forme d'un spot 
tres brillant pour chacune des 3 dilutions testees et aucune 
fluorescence dans les serums ne contenant pas ces facteurs. Get 

25 exemple illustre qu'il est possible de realiser un depot robotise 
d'lgG et dMgM humaines sur un support solide dans des conditions 
compatibles avec la realisation d'une reaction 
d'immunofluorescence indirecte pour la detection de facteurs 
rhumatoTdes. Egalement, cet exemple illustre qu'il est possible de 

30 realiser la detection de facteurs rhumatoides par une technique 
d'immunofluorescence indirecte. 
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La Figure 2 illustre les depdts d'lg M eclaires a I'aide d'un 
anticorps secondaire marque a l'AIexa-594, trois concentrations 
d'lg M ont ete deposees de haut en bas : 10 mg/ml, 1 mg/ml et 0,2 
mg/ml, six depots ont ete realises par concentration. La 
concentration de 10mg/m! permet d'obtenir les spots les plus 
homogenes. 

Exemple 3 : Un diagnostic serologique d'infection a Coxielia 
burnetii a ete realise selon le procede decrit dans la presente 
invention 

Pour la realisation des differents tests serologiques, 8 
antigenes ont ete utilises : Cellules HL 60 (a titre de dit deuxieme 
antigene), Staphylococcus aureus (a titre de dit quatrierne 
antigene), IgG humaines (a titre de dit premier antigene) et 
Coxielia burnetii Nine Mile, phase II (N° A.T.C.C. VR 616), 
Legionella pneumophila, Bartonella henselae, Bartonella quintana, 
Bartonella vinsonii subsp. berkoffii, et Bartonella elizabethae (a 
titre de dit antigenes microbiens). 

Apres culture et production selon les protocoles habituels, on 
a quantifie la concentration des cellules HL 60 a I'aide d'un 
compteur de cellules (Microcytes® BPC / Yeast, BioDETECT AS, 
Olso, Norvege) et cette concentration a ete rapportee a 10 7 
cellules / mL dans un tampon BPS sterile, pH= 7,4 pour obtenir une 
suspension de cellules non confluentes deposable par robot de 
depot. Ces cellules ont ete conservees dans de I'ethanol 100 % a + 
4°C avant leur depot robotise. 

Staphylococcus aureus a ete cultive sur gelose a 5 % de 
sang de mouton puis recolte dans un tampon PBS sterile contenant 
0,1 % d'acide de sodium. L'inoculum a ete mesure a I'aide du 
meme compteur de cellules et calibre a 10 9 bacteries/mL puis 
conserve par congelation a -80°C. 
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Des immunoglobulines humaines de classe G (IgG) (Serotec, 
Cergy Saint-Christophe, France) ont ete diluees extemporanement 
a une concentration de 5mg/MI. 

Enfin, la bacterie Coxiella burnetii Nine Mile phase II a ete 
cultivee sur support cellulaire et purifiee selon les protocoles 
habituels et quantifiee par le compteur Microcyte® afin de 
standardiser sa concentration a 10 9 bacteries/mL qui est la 
concentration optimum compte tenu des contraintes d'absence de 
sedimentation en cours de depot et d'un depot en quantite 
suffisante des particules bacteriennes. Get antigene a ete conserve 
a -80°C dans un tampon PBS, 0,1 % acide de sodium. 

Ces 4 antigenes ont ete deposes sur le support solide 
(Reference LLR2-45, CML, Nemours, France) a I'aide d'un robot de 
depot (Arrayer 427 ™, Affymetrix, MWG Biotech SA, Courtaboeuf, 
France). 

Le support solide consistait en une lame de verre 
prealablement nettoyee par un melange ethanol 50 % - acetone 50 
% puis sechee a I'air ambiant. Les depots ont ete seches a I'air 
pendant 30 minutes dans I'enceinte du robot de depot, puis fixes 
dans un bain de methanol a 100 % pendant 10 minutes, puis 
seches a nouveau a I'air libre. Les depots ont ete realises par 
transfert de la suspension d'antigene d'un puit de plaque de 
microtitration contenant 25 uL de suspension, sous un volume de 1 
mL depose, a 25°C et 55 % d'humidite dans ['enceinte du robot de 
depot. Ces conditions ont ete contrdlees par un thermo- 
hygrometre. Les depots d'une dimension de 200 pm ont ete seches 
a I'air pendant 30 minutes a 37°C dans I'enceinte du robot de 
depot, puis fixes dans un bain de methanol a 100% pendant 10 
minutes, puis seches a nouveau a I'air libre. 
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Pour realiser ie test serologique, 5 serums humains 
contenant des facteurs rhumatoides, 5 serums humains contenant 
des anticorps anti-nucleaires, 10 serums humains presentant des 
anticorps de type IgG anti-Cox/e//a burnetii phase II a un titre > 
5 1 :200 et des anticorps de type IgM &n\\-Coxiella burnetii phase II 
a un titre > 1 :50 et 10 serums humains temoins negatifs ne 
contenant aucun de ces 3 types d'anticorps ont ete utilises et ont 
ete deposes chacun sur un depot d'lgG sous trois dilutions chacun, 
1 :32, 1 :64 et 1 :128. 

io Apres un premier lavage, une reaction d' immunofluorescence 

indirecte a ete realisee : 

- utilisant un premier anticorps secondaire constitue d'une 
immunoglobuline de chevre anti IgM humaines, couple a PAIexa 
488 (A-11013, Molecular Probes, Eugene, USA) qui est une 

15 molecule fluorescente excitee a 488 nanometres et emettant a 540 
nanometres 

- - puis un second anticorps secondaire constitue d'une 
immunoglobuline de chevre anti IgG humaines couplee a i'element 
de marquage Alexa 594 (A-21216, Molecular Probes, Eugene, 

20 USA) qui est une molecule fluorescente excitee a 594 nanometres 
et emettant a 640 nanometres dans une deuxieme experience. 

Ces reactions ont ete realisees a temperature ambiante, dans 
une enceinte humide, comportant 15 minutes d'incubation avec Ie 
serum a tester, suivies d'un lavage au tampon PBS sterile puis 

25 d'une incubation de 5 minutes avec les anticorps conjugues, avant 
un deuxieme ringage. La lecture des reactions a ete faite au 
microscope a fluorescence et a donne lieu a des enregistrements 
numerises des spots, Au cours de ce test, les 30 sera ou serums 
humains ont "allume" Ie depot de S. aureus, c'est-a-dire reagi avec 

30 ledit quatrieme antigene, seuls les serums ne contenant pas de 
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facteurs rhumatoTdes ont "allume" le depot d'lgQ lors de la lecture 
du marqueur Alexa 488, seuls les serums contenant des anticorps 
antt-nucleaires ont "allume" le depot de cellules HL60, et seuls les 
serums contenant des anticorps contre C. burnetii ont "allume" le 
depot de C, burnetii. Toutes les reactions utilisant les anticorps 
secondaires conjugues anti IgG ont "allume" ie depot IgG. Les 
titres observes d'anticorps anti-C. burnetii etaient concordants 
avec ceux retrouves par la methode referencee (Micro- 
immunofluorescence indirecte)[Dupont HT, Thirion X, Raoult D.Q 
fever serology: cutoff determination for microimmunofluorescence. 
Clin Diagn Lab Immunol. 1994;1:189-96]. 

La figure 3 represente la reaction serologique utilisant un 
serum presentant des IgG specifiques contre Coxiella burnetii 
utilisant I'anticorps conjugue marque par I'Alexa-488, les spots 
Staphylococcus aureus, Ig G et Coxiella burnetii sont "allumes". 

La figure 4 represente une lame coloree par le colorant 
fluorescent Hoescht 333-42 qui est excite a 350 nanometres et qui 
emet a 460 nanometres (Molecular Probes), permettant de 
visualiser I'ensemble de 8 antigenes deposes, cellules HL60, 
Staphylococcus aureus, Coxiella burnetii, Legionella pneumophila, 
Bartonella henselae, Bartonella quintana, Bartonella vinsonii 
subsp. berkoffii, et Bartonella elizabethae. Ces differents antigenes 
ont ete deposes dans les memes conditions que Coxiella, decrites 
ci-dessus. 
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REVENDI CATIONS 

1- Methode de diagnostic serologique in vitro d'agent 
microbien par immunodetection dans laquelle on detecte la 
presence et, de preference, on dose la quantite 
d'immunoglobulines de patient de classe M specifiques d'un 
antigene microbien caracteristique du dit agent microbien, dans un 
echantillon de serum du patient a tester par detection et, de 
preference, quantification d'un complexe de reaction 
immunologique entre ledit antigene microbien a detecter et une 
dite immunoglobuline specifique de classe M, a I'aide d'une 
premiere substance de detection comprenant un premier element 
de marquage, de preference un premier anticorps de marquage, ne 
reagissant qu'avec une dite immunoglobuline de I'espece du 
patient de classe M, caracterisee en ce que Con controle la 
presence eventuelle de facteur rhumatolde dans ledit echantillon a 
tester en mettant en contact ledit echantillon a tester avec un 
support solide sur lequel a ete fixe un premier antigene 
correspondant a une immunoglobuline non specifique de classe G, 
de preference une immunoglobuline de I'espece du patient, la mise 
en contact se faisant en presence de ladite premiere substance de 
detection, et on verifie si ladite immunoglobuline non specifique de 
classe G fixee sur le support solide, a reagi avec ladite premiere 
substance de detection. 

2. Methode selon la revendication 1, dans laquelle on 
detecte en outre et, de preference, on dose la quantite de 
d'immunoglobuline de patient de classe G specifique d'un dit 
antigene microbien, par detection et, de preference, quantification 
d'un complexe de reaction immunologique entre ledit antigene 
microbien et d'une dite immunoglobuline specifique de classe G, a 
I'aide d'une seconde substance de detection comprenant un 
second element de marquage, de preference un second anticorps 
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REVENDICATIONS 

1. Methode de diagnostic serologique in vitro d'agent 
microbien par immunodetection dans laquelfe on detecte la 
presence et, de preference, on dose la quantite 

5 d'immunogiobulines de patient de classe M specifiques d'un 
antigene microbien caracteristique du dit agent microbien, dans un 
echantillon de serum du patient a tester par detection et, de 
preference, quantification d'un complexe de reaction 
immunologique entre ledit antigene microbien a detecter et une 

10 dite immunoglobuline specifique de classe M, a I'aide d'une 
premiere substance de detection comprenant un premier element 
de marquage, de preference un premier anticorps de marquage, ne 
reagissant qu'avec une dite immunoglobuline de Tespece du 
patient de classe M, caracterisee en ce que Ton controle la 

15 presence eventuelle de facteur rhumatoTde dans ledit echantillon a 
tester en mettant en contact ledit echantillon a tester avec un 
support solide sur lequel a ete fixe un premier antigene 
correspondant a une immunoglobuline non specifique de classe G, 
de preference une immunoglobuline de I'espece du patient, la mise 

20 en contact se faisant en presence de ladite premiere substance de 
detection, et on verifie si ladite immunoglobuline non specifique de 
classe G fixee sur le support solide, a reagi avec ladite premiere 
substance de detection. 

2. Methode selon la revendication 1, dans laquelle on 
25 detecte en outre et, de preference, on dose la quantite de 

d'immunoglobuline de patient de classe G specifique d'un dit 
antigene microbien, par detection et, de preference, quantification 
d 3 un complexe de reaction immunologique entre ledit antigene 
microbien et d'une dite immunoglobuline specifique de classe G, a 
30 Paide d'une seconde substance de detection comprenant un 
second element de marquage, de preference un second anticorps 
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de marquage comprenant un second element de marquage 
different du dit premier element de marquage, ladite deuxieme 
substance de detection ne reagissant qu'avec une dite 
immunoglobulins de I'espece du patient-de classe G caracterisee 
en ce que I'on controle la presence eventuelle d'anticorps anti- 
nucleaire dans ledit echantillon a tester en mettant en contact ledit 
echantillon a tester avec un support solide sur lequel a ete fixe un 
deuxieme antigene comprenant des complexes ADN/histones, de 
preference comprenant des noyaux de cellules nucleees' de 
I'espece du patient, de preference encore, tout ou partie de 
cellules d'origine de I'espece du patient en lignee continue, et on 
verifie si ladite deuxieme substance de detection a reagi avec ledit 
deuxieme antigene fixe sur le support solide. 

3. Methode selon la revendication 1 ou 2, dans laquelle on 
detecte, la presence et, de preference, on dose la quantite 
d'immunoglobulines du patient de classe G, specifiques d'un 
antigene microbien caracteristique du dit agent microbien, dans un 
echantillon de serum du patient a tester par detection et, de 
preference, quantification d'un complexe de reaction 
immunologique entre ledit antigene microbien a detecter et une 
dite immunoglobulins specifique de classe G, a I'aide d'une 
seconde substance ds detection comprenant un deuxieme element 
de marquage, de preference un second anticorps de marquage, ne 
reagissant qu'avec une dite immunoglobulins de I'espece ' du 
patient de classe G, caracterisee en ce que I'on realise un controle 
de la presence et de la reactivite de ladite seconde substance de 
detection en mettant en contact ledit support solide, sur lequel a 
ete fixe ledit premier antigene correspondant a une dite 
immunoglobulins ds I'espscs du patient non specifique de classe 
G, avec une solution contenant un dit second anticorps de 
marquage anti IgG et ne contenant pas de facteur rhumatoide, et 
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de marquage comprenant un second element de marquage 
different du dit premier element de marquage, ladite deuxieme 
substance de detection ne reagissant qu'avec une dite 
immunoglobuline de I'espece du patient-de classe G caracterisee 

5 en ce que I'on controle la presence eventuelle d'anticorps anti- 
riucleaire dans ledit echantillon a tester en mettant en contact ledit 
echantillon a tester avec un support solide sur lequel a ete fixe un 
deuxieme antigene comprenant des complexes ADN/histones, de 
preference comprenant des noyaux de cellules nucleees de 

10 I'espece du patient, de preference encore, tout ou partie de 
cellules d'origine de I'espece du patient en lignee continue, et on 
verifie si ladite deuxieme substance de detection a reagi avec ledit 
deuxieme antigene fixe sur le support solide. 

3. Methode selon la revendication 1 ou 2, dans laquelle on 

15 detecte, la presence et, de preference, on dose la quantite 
d'immunoglobulines du patient de classe G, specifiques d'un 
antigene microbien caracteristique du dit agent microbien, dans un 
echantillon de serum du patient a tester par detection et, de 
preference, quantification d'un complexe de reaction 

20 immunologique entre ledit antigene microbien a detecter et une 
dite immunoglobuline specifique de classe G, a i'aide d'une 
seconde substance de detection comprenant un deuxieme element 
de marquage, de preference un second anticorps de marquage, ne 
reagissant qu'avec une dite immunoglobuline de I'espece du 

25 patient de classe G, caracterisee en ce que Ton realise un controle 
de la presence et de la reactivite de ladite seconde substance de 
detection en mettant en contact ledit support solide, sur lequel a 
ete fixe ledit premier antigene correspondant a une dite 
immunoglobuline de I'espece du patient non specifique de classe 

so G, avec une solution contenant un dit second anticorps de 
marquage anti IgG et ne contenant pas de facteur rhumatoide, et 
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en verifiant si la dite seconde substance de detection a reagi avec 
ledit premier antigene fixe sur le support solide. 

4. Methode selon la revendication 2, caracterisee en ce 
que Ton verifie la reactivite de ladite deuxieme substance de 
detection introduite dans ledit echantillon de serum a tester, apres 
avoir verifie I'absence de facteur rhumatoide et d'anticorps anti- 
nucleaires dans ledit echantillon . 

5. Methode selon I'une des revendications 1 a 4, 
caracterisee en ce que I'on realise un controle de la presence et de 
la reactivite de ladite premiere substance de marquage qui est un 
anticorps anti-immunoglobuline M de I'espece du patient, en 
mettant en contact un support solide sur lequel est fixee un 
troisieme antigene correspondant a une immunoglobuline de 
I'espece du patient non specifique de classe M, avec une solution 
contenant une dite premiere substance de marquage et ne 
contenant pas de facteur rhumatoi'de, et en verifiant si ladite 
premiere substance reagit avec ledit troisieme antigene fixe sur le 
support solide. 

6. Methode selon la revendication 5, caracterisee en ce 
que I'on verifie la reactivite de ladite premiere substance de 
detection apres avoir verifie I'absence de facteur rhumatoide, 

7 Methode selon I'une des revendications 1 a 6, 
caracterisee en ce que I'on controle en prealable que ledit 
echantillon teste contient bien un serum de I'espece du patient en 
detectant si des immunoglobulines de I'espece du patient 
reagissent avec un quatrieme antigene contenant la proteine A 
d'une bacterie Staphylococcus aureus, de preference en mettant 
en contact ledit echantillon avec un support solide sur lequel est 
fixe un dit quatrieme antigene, en presence d'une troisieme 
substance de detection qui est une substance reagissant avec une 



regue le 05/04/04 



41 

en verifiant si la dite seconde substance de detection a reagi avec 
iedit premier antigene fixe sur le support solide. 

4. Methode selon la revendication 3, caracterisee en ce 
que I'on verifie la reactivite de ladite deuxieme substance de 

5 detection introduite dans Iedit echantillon de serum a tester, apres 
avoir verifie ('absence de facteur rhumatoTde et d'anticorps anti- 
nucleaires dans Iedit echantillon . 

5. Methode selon Tune des revendications 1 a 4, 
caracterisee en ce que Ton realise un controle de la presence et de 

10 la reactivite de ladite premiere substance de marquage qui est un 
anticorps anti-immu nog lob u line M de Pespece du patient, en 
mettant en contact un support solide sur lequel est fixee un 
troisieme antigene correspondant a une immunoglobuline de 
Pespece du patient non specifique de classe M, avec une solution 

15 contenant une dite premiere substance de marquage et ne 
contenant pas de facteur rhumatoide, et en verifiant si ladite 
premiere substance reagit avec Iedit troisieme antigene fixe sur le 
support solide. 

6. Methode selon la revendication 5, caracterisee en ce 
20 que Pon verifie la reactivite de ladite premiere substance de 

detection apres avoir verifie Pabsence de facteur rhumatoide, 

7 Methode selon Pune des revendications 1 a 6, 
caracterisee en ce que Pon controle en prealable que Iedit 
echantillon teste contient bien un serum de Pespece du patient en 

25 detectant si des immunoglobulines de Pespece du patient 
reagissent avec un quatrieme antigene contenant la proteine A 
d 5 une bacterie Staphylococcus aureus, de preference en mettant 
en contact Iedit echantillon avec un support solide sur lequel est 
fixe un dit quatrieme antigene, en presence d'une troisieme 

30 substance de detection qui est une substance reagissant avec une 
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25 



immunoglobuline de I'espece du patient et pas avec ledit quatrieme 
antigene, de preference un anticorps anti-immunoglobuline de 
I'espece du patient et ne reagissant pas avec la proteine A. 

8 Methode selon la revendication 7, caracterisee en ce 
que ledit quatrieme antigene est une bacterie Staphylococcus 
entiere cornprenant la proteine A. 

9. Methode selon Tune des revendications 7 ou 8, 
caracterisee en ce que ladite substance de detection, de 
preference, le cas echeant, ladite troisieme substance' de 
detection, est une immunoglobuline animale, de preference encore 
dans le cas d'un patient humain, une immunoglobuline de chevre 
ou de poussin. 

10. Methode selon I'une des revendications 8 ou 9, 
caracterisee en ce que ladite troisieme substance de detection 
correspond a ladite premiere ou deuxieme substance de detection 
et, de preference, lesdites premiere et deuxieme substances de 
detection sont une immunoglobuline d'origine animale dans le cas 
d'un patient humain respectivement anti IgM ou anti IgG marquees 
respectivement par deux elements de marquages differents 

11. Methode selon I'une des revendications 1 a 10, 
caracterisee en ce que ladite substance de detection est un 
anticorps conjugue a un element de marquage qui est une 
substance fluorescente 

12. Methode selon I'une des revendications 7 a 10 et selon 
la revendication 11, caracterisee en ce que I'on verifie si I'on 
detecte par fluorescence un complexe produit de reaction entre 
ledit quatrieme antigene et ladite troisieme substance de detection. 

13. Methode selon I'une des revendications 1 a 12, 
caracterisee en ce que I'on detecte la presence et, le cas echeant,' 
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immunoglobuline de I'espece du patient et pas avec ledit quatrieme 
antigene, de preference un anticorps anti-immunoglobuline de 
I'espece du patient et ne reagissant pas avec la proteine A. 

8 Methode selon la revendication 7, caracterisee en ce 
5 que ledit quatrieme antigene est une bacterie Staphylococcus 
entiere comprenant la proteine A. 

9. Methode selon Tune des revendications 7 ou 8, 
caracterisee en ce que ladite substance de detection, de 
preference, ladite troisieme substance de detection, est une 

10 immunoglobuline animale, de preference encore dans le cas d'un 
patient humain, une immunoglobuline de chevre ou de poussin. 

10. Methode selon Tune des revendications 8 ou 9, 
caracterisee en ce que ladite troisieme substance de detection 
correspond a ladite premiere ou deuxieme substance de detection 

15 et, de preference, lesdites premiere et deuxieme substances de 
detection sont une immunoglobuline d'origine animale dans le cas 
d'un patient humain respectivement anti IgM ou anti IgG marquees 
respectivement par deux elements de marquages differents 

11. Methode selon Tune des revendications 1 a 10, 
20 caracterisee en ce que ladite substance de detection est un 

anticorps conjugue a un element de marquage qui est une 
substance fluorescente 

12. Methode selon Tune des revendications 7 a 10 et selon 
la revendication 11, caracterisee en ce que Ton detecte par 

25 fluorescence la presence eventuelle d'un complexe produit de 
reaction entre ledit quatrieme antigene et ladite troisieme 
substance de detection. 

13. Methode selon Tune des revendications 1 a 12, 
caracterisee en ce que Ton detecte la presence et, le cas echeant, 
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on dose la quantite d'immunoglobuline de classe M oil, le cas 
echeant, de classe G specifique du dit antigene microbien dans 
(edit echantillon de serum a tester, en mettant en contact ledit 
echantillon de serum avec une dite premiere ou, respectivement, 
5 deuxieme substance de detection reagissant specifiquement avec' 
la classe M ou, respectivement, la classe G d'immunoglobuline de 
I'espece du patient specifique du dit antigene microbien, et en 
contact avec un dit antigene microbien fixe sur support solide. 

14 Methode selon I'une des revendications 1 a 13, 
io caracterisee en ce que ledit antigene microbien est un antigene 
corpusculaire constitue de microbe entier inactive ou une fraction 
de microbe. 

15. Methode de diagnostic serologique selon I'une des 
revendication 1 a 14, caracterisee en ce que ledit agent microbien 

15 est choisi parmi des micro-organismes comprenant une bacterie, 
un virus, un parasite ou un champignon. 

16. Methode de diagnostic serologique selon la 
revendication 15, caracterisee en ce que [edit antigene microbien 
est une bacterie intracellulaire ou un virus. 

20 17. Methode de diagnostic serologique selon la 

revendication 15 ou 16, caracterisee en ce que ledit antigene 
microbien est choisi parmi les bacteries du genre Rickettsia, 
Coxiella, Bartonella, Tropheryma, Ehrlichia, Chlamydia, 
Mycoplasma, Treponema, Borrelia, et Leptospira. 

25 1S - M e th ode de diagnostic serologique selon la 

revendication 17, caracterisee en ce que ledit antigene microbien 
est une bacterie responsable d'une endocardite. 

19. Methode de diagnostic serologique selon la 
revendication 16, caracterisee en ce que ledit antigene microbien 
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on dose la quantite d'immunoglobuiine de classe M ou, le cas 
echeant, de classe G specifique du dit antigene microbien dans 
iedit echantillon de serum a tester, en mettant en contact ledit 
echantillon de serum avec une dite premiere ou, respectivement, 
5 deuxieme substance de detection reagissant specifiquement avec 
la classe M ou, respectivement, la classe G d'immunoglobuiine de 
Pespece du patient specifique du dit antigene microbien, et en 
contact avec un dit antigene microbien fixe sur support solide. 

14 Methode selon Pune des revendications 1 a 13, 
10 caracterisee en ce que Iedit antigene microbien est un antigene 
corpusculaire constitue de microbe entier inactive ou une fraction 
de microbe. 

15. Methode de diagnostic serologique selon Tune des 
revendication 1 a 14, caracterisee en ce que ledit agent microbien 

15 est choisi parmi des m ic ro -organ ism es comprenant une bacterie, 
un virus, un parasite ou un champignon. 

16. Methode de diagnostic serologique selon la 
revendication 15, caracterisee en ce que Iedit antigene microbien 
est une bacterie intracellulaire ou un virus. 

20 17. Methode de diagnostic serologique selon la 

revendication 15 ou 16, caracterisee en ce que ledit antigene 
microbien est choisi parmi les bacteries du genre Rickettsia, 
Coxiella, Bartonella, Tropheryma, Ehrlichia, Chlamydia, 
Mycoplasma, Treponema, Borrelia, et Leptospira. 

25 18. Methode de diagnostic serologique selon la 

revendication 17, caracterisee en ce que ledit antigene microbien 
est une bacterie responsable d'une endocardite. 

19. Methode de diagnostic serologique selon la 
revendication 16, caracterisee en ce que ledit antigene microbien 
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est un antigene viral choisi parmi les virus H.I.V., C.M.V. Epstein- 
Barr, Rougeole, Rubeole, virus des hepatites A et B 

20. Methode selon I'une des revendications 1 a 19, 
caracterisee en ce qu'une pluralite d'antigenes choisis parmi 
lesdits premier, second, troisieme et quatrieme antigenes et au 
moins un dit antigene microbien, de preference une pluralite 
d'antigenes microbiens, sont fixes sur un meme support soiide. 

21. Methode selon la revendication 20, caracterisee en ce 
qu'au moins un dit antigene microbien et lesdits premier, deuxieme 
et troisieme et, de preference, quatrieme antigene sont fixes sur un 
meme support soiide et on utilise seulement deux substances de 
detection avec des elements de marquage differents, de preference 
lesdites premiere et deuxieme substances de detection etant des 
immunoglobulines animales, de preference dans le cas d'un patient 
humain encore une immunoglobuline de chevre. 

22. Methode selon la revendication 1 a 21, caracterisee en 
ce que Ton utilise comme support soiide une lame de verre ou en 
plastique, un tube de titrage ou un puits d'une plaque de 
microtitrage en plastique. 

23. Methode selon I'une des revendications 1 a 22, 
caracterisee en ce que Ton detecte et, le cas echeant, on quantifie 
la dose de dite immunoglobuline de I'espece du patient de classe 
M ou, le cas echeant, de classe G, specifique du dit antigene 
microbien dans i'echantillon a tester par lecture automatisee a 
I'aide d'un appareil de lecture approprie aux dits elements de 
marquage. 

24. Trousse de diagnostic utile pour la mise en ceuvre d'une 
methode selon I'une des revendications 1 a 23, caracterisee en ce 
qu'elle comprend un dit support soiide sur lequel est fixe au moins 
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est un antigene viral choisi parmi ies virus H.I.V., C.M.V. Epstein- 
Barr, Rougeole, Rubeole, virus des hepatites A et B 

20. Methode selon Tune des revendications 1 a 19, 
caracterisee en ce qu'une pluralite d'antigenes choisis parmi 

5 lesdits premier, second, troisieme et quatrieme antigenes et au 
moins un dit antigene microbien, de preference une pluralite 
d'antigenes microbiens, sont fixes sur un meme support solide. 

21. Methode selon la revendication 20, caracterisee en ce 
qu'au moins un dit antigene microbien et lesdits premier, deuxieme 

10 et troisieme et, de preference, quatrieme antigene sont fixes sur un 
meme support solide et on utilise seulement deux substances de 
detection avec des elements de marquage differents, de preference 
lesdites premiere et deuxieme substances de detection etant des 
immunoglobulines animales, de preference dans le cas d'un patient 

is humain encore une immunoglobuline de chevre. 

22. Methode selon la revendication 1 a 21, caracterisee en 
ce que Ton utilise comme support solide une lame de verre ou en 
plastique, un tube de titrage ou un puits d'une plaque de 
microtitrage en plastique. 

20 23. Methode selon Tune des revendications 1 a 22, 

caracterisee en ce que Ton detecte et, le cas echeant, on quantifie 
la dose de dite immunoglobuline de I'espece du patient de classe 
M ou, le cas echeant, de classe G, specifique du dit antigene 
microbien dans I'echantillon a tester par lecture automatisee a 

25 I'aide d'un appareil de lecture approprie aux dits elements de 
marquage. 

24. Trousse de diagnostic utile pour la mise en oeuvre d'une 
methode selon Tune des revendications 1 a 23, caracterisee en ce 
qu'elle comprend un dit support solide sur lequel est fixe au moins 
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un dit premier antigene, et une dite premiere substance de 
detection, et, le cas echeant, une dite deuxieme substance de 
detection et un dit support solide sur lequel est fixe au moins un dit 
deuxieme antigene, et le cas echeant un dit support solide sur 
> lequel est fixee au moins un dit troisieme antigene, et le cas 
echeant un support solide sur lequel est fixe au moins un dit 
quatrieme antigene. 

25. Trousse de diagnostic selon la revendication 24 
caracterisee en ce que I'antigene microbien et les differents dits 
premier, second, troisieme et, de preference quatrieme antigenes 
sont fixes sur le meme support solide, et en ce qu'elle comprend 
comme substance de detection lesdites premiere et deuxieme 
substance de detection uniquement. 

26. Methode de preparation d'un support solide sur lequel 
est fixe au moins un antigene choisi parmi un dit antigene 
m.crobien, un dit premier et, le cas echeant, un dit deuxieme 
trOIS,6me ou ^^eme antigene permettant une detection par 
lecture automatisee a I'aide d'une dite premiere et, le cas echeant 
deuxieme substance de detection, utile dans une methode selon la 
revendication 23 ou une trousse selon Tune des revendications 24 
ou 25, caracterisee en ce que ,'on realise un lavage prealable du 
d.t support solide avec une solution d'un melange ethanol/acetone 
de preference a 50/50, puis depose de facon robotisee lesdits 
ant.genes avec un robot de depot comprenant de preference une 
seringue et on stabilise la fixation des dits antigenes par 
adsorption physique sur ledit support solide par un traitement avec 
de I'alcool, de preference methanol ou ethanol, alcool que l>on 
el.mine ensuite et, de preference, on verifie la fixation des dits 
antigenes par coloration. 

27. Methode selon la revendication 24, caracterisee en 
que Ton depose de facon robotisee un dit antigene microbien et, I 
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un d it premier antigene, et une dite premiere substance de 
detection, et, le cas echeant, une dite deuxieme substance de 
detection et un dit support solide sur lequel est fixe au moins un dit 
deuxieme antigene, et le cas echeant un dit support solide sur 
5 lequel est fixee au moins un dit troisieme antigene, et le cas 
echeant un support solide sur lequel est fixe au moins un dit 
quatrieme antigene. 

25. Trousse de diagnostic selon la revendication 24, 
caracterisee en ce que I'antigene microbien et les differents dits 

10 premier, second, troisieme et, de preference quatrieme antigenes 
sont fixes sur le merne support solide, et en ce qu'elle comprend 
comme substance de detection lesdites premiere et deuxieme 
substance de detection uniquement. 

26. Methode de preparation d'un support solide sur lequel 
15 est fixe au moins un antigene choisi parmi un dit antigene 

microbien, un dit premier et, le cas echeant, un dit deuxieme, 
troisieme ou quatrieme antigene permettant une detection par 
lecture automatisee a I'aide d'une dite premiere et, le cas echeant, 
deuxieme substance de detection, utile dans une methode selon la 

20 revendication 23 ou une trousse selon I'une des revendications 24 
ou 25, caracterisee en ce que Ton realise un lavage prealable du 
dit support solide avec une solution d'un melange ethanol/acetone, 
de preference a 50/50, puis depose de facon robotisee lesdits 
antigenes avec un robot de depot comprenant de preference une 

25 seringue et on stabilise la fixation des dits antigenes par 
adsorption physique sur ledit support solide par un traitement avec 
de I'alcool, de preference methanol ou ethanol, alcool que Ton 
elimine ensuite et, de preference, on verifie la fixation des dits 
antigenes par coloration. 

30 27. Methode selon la revendication 26, caracterisee en ce 

que I'on depose de facon robotisee un dit antigene microbien et, le 



1er depot 
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cas echeant, un dit deuxieme antigene et, le cas echeant, un dit 
quatrieme antigene, sous forme de suspension de corpuscules de 
cellules non confluentes ou bacteries entieres ou fractions de 
cellules ou bacteries. 
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